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先天性赤芽球磨 くc o nge nital hypopla stic a n e mia ， C H Alに お ける 赤血球造血障害の機序 を明ら か
に す る為， ま ず正 常末槍血赤血球系幹細胞 くerythroid bu rst－fo rming u nits， B FU．El 調節に お ける非自
己 phytohe m ag glutinin くP H Al 刺激丁細胞サ ブセ ッ トの役割 を調 べ ， さ らに C H A各 stage での 末棺血
丁細胞 サブ セ ッ トと対比 した． 非付着細胞， T 細胞， T 4＋ 細胞お よ び T 8＋ 細胞 を1．0％ P H A存在下で 20
時間培養し， 各分画の 末棺血 B F U－E へ の作用 を検討 した． また 各培養上帯中の赤血球系幹細胞刺激活性
Cbu rst－pr O m Otingfa cto r， B P Fl の 有無 につ い ても検討 した． 正 常宋檎血 P H A刺激 丁 細胞 は B F U－ E増
加作用 を示 し， こ の作用 は T 細胞分画中の T4＋ 細胞が 主役 であ っ た． T 細胞 お よび T 4＋ 細胞培養上清中
に は B P F が認め られ ，P H A刺激 T 4＋ 細胞 が B P F産生 を介 して B F U－E増加作用を示 す と考 えられ た． こ
の B P F は， コ ロ ニ
ー 数の 増加の み な らず1個の コ ロ ニ ー 当りの細胞数の増加お よ び ヘ モ グロ ビ ン合成促
進作用 も有 して い た． a ctiv e stage 4例， tr a nSfusio n－depe ndent stage 2例 の C H A で同様の検討 を行 っ
たが ， P H A刺激 T 4十 細胞の B P F産生能 に 障害が見られ た． a ctiv e stage 4例 はス テ ロ イ ド剤に よ っ て完
全寛解と な っ た が， 4例 中2例で P H A刺激 丁細胞ある い は T 4＋ 細 胞は B F U－E を増加 させた ． また 4例
全例で培養上清中に B P F活性が見い 出さ れ ， B P F産生能 は回復 して い た ． す な わ ち， C H Aで は activ e
Stage で T 4
＋ 細胞の B P F産生障害があり， こ れ が赤血球造血障害 の 一 因と考 えら れた ． しか し， 血液学的
完全寛解後 も末棺血 B F U－E 数が 低値 で あ っ た こ と， 正常 T 4＋ 細胞の 添加 に て も形成され る コ ロ ニ ー 数が
低値で あ っ た こ と ， か ら完全寛解後 も幹細胞自体の 内的障害 くB P F反応性低下1が残存 して い る 可能性も
示唆され た．
Key w ords erythr oid burst－for ming u nits，bu rst－pr O m Otingfa ctor， C O nge nital
hy popla stic a n e mia， P H A．stim ulated T 4
＋ c ell
先天性赤芽球療 くc o ngenital hy popla stic a n e mia，
C H Alは乳幼児期発症の 赤血球系の み の低形成 を特徴
と する疾患で あ るり21． in vitr oコ ロ ニ ー 法の 進法 で，
赤血球造血 の メ カ ニ ズム の 解明や種々 の 疾患 に お け る
造血異常の 病態の 解明が可能 に な っ て 来て い る ． C H A
で の 赤血球造血障害の 機序 に 関し ても 多く の 報告が見
られ る3ト1 21
． しか し， その 成因 に 関して 依然不 明 の 点が
多く残さ れ てい る
． 自己骨髄赤血球系幹細胞 の 増殖 を
抑制す る細胞障害性 リ ン パ 球の 存在が ， Hoffm a nら3I
や Steinbe rg ら
けに よ っ て報告 され て い る が ， こ の説
を否定す る報告も見られ る5糊 ． ま た骨髄幹細胞の エ リ
ス ロ ポ エ チ ン へ の 反応性が低下 してい る為， 幹細胞か
ら前赤芽球へ の 分化障害が起 っ て い る7ト 川 ， との 報告
も見 られ ，C H A は成因の 上 で異質性 くbete r oge n eityl
の 多い 疾患群 である と考え られ る ．
一 方 ， 正常 の 赤血球造血で は， その 前駆細胞が増殖
B FU－E， e rythr oid burst－for ming u nits三 B P F， bu rst－ pr O m Oting fa ctorニ C H A， COngenital
hy poplastic a ne miaニ Epo， e rythr opoietin三 N A T
－
， n O n ad her e nt T－depleted三 P H A， phyto－
he m ag glutininニ P H A－ T C M， P H A－Stim ulated T－ C ell c o nditio n ed m ediu m三 P H A－ T 4 C M，
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分化す る上 で ， エ リス ロ ポ エ チ ン お よび 赤血 球系幹細
胞増殖刺激因子 くbu r st－ prO m Oting fa cto r， B P Fl が
必須で あ り， 末楷血細胞群の中で は T 細胞 川 － 1 7や 単
球1 8ト2いが B P F産生細胞の 主役 と考 え られ て い る．
今 回， レ ク チ ン 刺激末梢血 丁 細胞 サ ブ セ ッ トに よ る
末棉 血 赤血球 系幹細 胞 くerythroid bu rst－fo rming
u nits，B F U－EI 調節機構 を明 らか に し， 赤血 球系低形
成 を特徴 とす る C H A 6例 に つ い て 同様の 検討 を行
い ， 新 しい 知見 を得た ので 報告す る．
また， C B A末楷血 リ ン パ 球の 正 常骨髄赤血球系幹
細胞の障害の 有無 に つ い ても検討 を加 えた．
対象お よ び方法
工 ． 対 象
Dia m o nd らりの 診断基準を満た す 6例の CH Aを対
象と した． 表 1 は診断時の末棉血お よ び骨髄所見， 臨
床経過 を示 し たも の である． 全例末梢血で は白血球減
少お よび血小 板減少を伴わ な い 高度の 貧血 を認め， 骨
髄像で は著 しい 赤芽球低形成を示 して い た． 症例4 お
よ び 6 は治療開始前に ， 症例2 お よび 5 は 2 回の濃厚
赤血球輸注後 に 検討 したこ こ れ ら 4 症例は い ずれも ス
テ ロ イ ド反応例 で ， 1 ケ月 か ら 2 ケ月の 治療で 完全寛
解 と な り以後除々 に ス テ ロ イ ド剤は減量 され， 約6 ケ
月 か ら 12 ケ月 で 中止 さ れ た． 第 2 回目の 検討で は， 全
例が ス テ ロ イ ド剤や 輸血 を必要 と しな くな っ て い た
．
症例 1 お よび 3 はス テ ロ イ ド不 応例で ， 月 1 回 の濃厚
赤血球輸注 を繰返 して い た ．
工工
．
T 細胞の 分 離
C H A 6例 と正 常対照と して健康成人 末柵血 を ヘ パ
リ ン 加採血 し， リ ン酸緩衝生理食塩水で 2倍 に 希釈艶
Fic oll－ Hy paqu eくLym phoprep， Nyega a rd 8z Co． ，
Oslo ， No r w aylを用 い た比 重 遠心法 に て 単核細胞を採
取 した． 単核細胞 は 10％非働化 ウ シ 胎児血清 くfetal
bo vin e se ru m， F B S． M ．A．Bioprodu cts， W alkersville，
M Dl を含 む R P M I 1640培地 くGI B C O， N Yl に 1 X
lO6ノml の濃度 に 浮遊 し， プ ラ ス チ ッ ク皿 を用い て付着
Tablel． Labor ato ry data at diagn osis a nd clinic alc o u r se s－
Patie nt 1．くR．U ．1 2．くK．I．1 3．くT．G ．I 4．くM ．N．1 5．くT ．M ．1 6．ロ ．N ．l
Age at diagn o si 11m o 3 m o 3 m o 6 m o 6 mo 8 m o
Periphe ral blo od
162 83 102 158 159 202








4．7 2．8 3．6 4．4 3．9 4．2
7300 3600 3600 5700 8300 7400
30．4 22．4 25．6 44．1 43．8 15．0
RetlC ulo cytes
く％I 0 0．5 0．5 0 0 0．1
Bo n e m arr o w
1．6 4．0 2．0 0．2 1．4 5．6Erythr oblasts く卿
GノE r atio 48．0 11．3 23． 16 7．0 5 5．0 13．0
T he r ap y
pr ed pr ed pred pred pred pr ed
a ndr a ndr
Pr ogn osis Tr an s r emis sio n Tra n s re mis sio n r e missio n r e mis sio n
Age at tim e of study 1 2yr 4rn o，3yr 16yr 6rno，3yr 7m o，2yr 8rn o， 3yr
GノE ratio， Gra n ulo cyteIErythroidratioこ Pred， Pr ednisoneニ a ndr， a ndroge ni Tr a n s，
Tr a n sfu sio n－depe nde nt．
P H A－Stim ulated T 4＋ －C ell c onditio n ed m ediu 町 P H A－T 8C M， P H A
－Stim ulated T 8
＋
－ C ell
c o nditio n ed m edium ．
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細胞の単球 を除去 した 俳付着馴 副 ． T 細 胞は 1 X
lO7ノmlの 非付着細胞 を ノ イ ラ ミ ニ ダ
ー ゼ く10uノml，
Behringw erkel 処理 羊赤血球と の E ロ ゼ ッ ト法 を行
い 分離 し た2 2ナ． T 細 胞 お よ び 非 付 着 非 丁細 胞
くn on adhere nt T－depleted， N A T－1 分画中の単球の
比率をメイ ． ギム ザ ， か サ フ テ
ー ル ． プ チ レ ー ト ． エ
ス テラ
ー ゼ染色 を行 い 検討 したが ， い ずれ も 4％以下
であっ た ．
m ． T 細胞サ ブ セ ッ トの 解析と分 離
末梢血 丁細胞 サ ブ セ ッ ト の 解 析 は， 単 核細胞 を
flu or escein isothio cyan ate くFI T Cl 標識モ ノ ク ロ ー
ナル 抗体 O K T 3， OK T 4， O K T 8くOrtho Diagn o stic
Syste mIn c．， Ra rita n， NJl に て標識 し， フ ロ
ー サイ




T 4＋ お よ び T 8＋ 細胞の 分離は， 末梢血 丁 細胞 5 X
lO6ノmlに OK T 8あ る い は O E T 4モ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗
体 く1 ニ1仁嘲 を 加 え 室温30分放置後補体 くLo w－
To x－H r abbit c om ple m e nt， Ceda rla n e， Onta rio ，
Ca n adalを25％濃度 に 加え， さ ら に 3 r C 45分間イ ン
ク ベ ー ト の の ち に R P M 王1640培地 で 2 回洗浄 し
た2 4J251． O K T 8処理 丁 細胞分画 を T 4＋ 細胞， O K T 4処
理 丁細胞を T 8十 細 胞と して以 下の 検索 に 使用 した．
フ ロ ー サ イ トメ トリ ー に よ る解析 で は， 前者は 78％か
ら85％の OK T 4陽性細胞 を有 し 後者 は 82％か ら
86％の O K T 8陽性細胞 を有して い た．
IV． P H Aに よ る T細胞， T4＋ 細胞お よ ぴ T8＋ 細胞
刺激
5X lO6個 の T 細 胞， T 4十 細 胞， T 8十 細 胞 を 10％
F B S を含 む R P M I 1640培 地 に 浮 遊 し， P H A－ P
くDifc o， Detr oit， M Il を最終濃度 1．0％に な る様 に 加
え炭酸ガ ス 培養恒温器 く37
0
C， 5％ C O21 内で 20時間
培養した． 培養終了後， 多量の R P M 王1640培地に て 2
回洗浄 し赤血球系幹細胞培養で の エ フ ェ ク タ 一 紙胞 と
して 用 い た． 一 部の 実験 で は非付着細胞 を同様に 処理
し エ フ ェ ク タ ー 細胞 と した． 0．16％ トリ バ ン プル ー に
よる検定で は 83％以 上 が生細胞 で あ っ た ． ま た各々 の
培養上 清くPH A刺激 丁細胞培養上手乱 PH A－ T CM ニ
PH A刺激 T4十 細 胞培養上浦 P H A－T 4 C M三 P H A刺
激T 8＋ 細胞培養上 清， P H A－ T 8C Ml も 同様 に 回 収
し － 20
0
C で保存 し， 使用 の 際 に 自然融解 し用 い た ．
V
． 培養上 清の 耐熱性
各培養上清を 560C 30丸 100
0
ClO 分お よ び 30分熱
処理 し10％の濃度 で B FU－E培養系に 添 加 し， 熱処理
後の BP F活性の 変化 を検討し た．
VI， 赤血 球系幹細胞培養法
ヒ ト末輸血赤血球系幹細胞の 培養 は工sc o v eら2別の
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方法に 準 じて行 っ た ． 2．5XlO5 個の 非自己 N A T
．
細
胞 を B F U．E s o u r c eと して ， 2．O I Ulml のエ リス ロ ポ
エ チ ン CEpo， Co n n a ught Step l工Ishe ep erythr o．
poietinl 存在下で 0．8％メ チ ル セ ル ロ ー ス 押isher
Scie ntific Co ． ， NJl， 30％ F B S， 10％脱イ オ ン化 ウシ
胎児ア ル ブ ミ ン くSigm al， 10
， 4M 2－メ ル カ プ ト エ タ
ノ ー ル くSigm aI を含 ん だ メ チ ル セ ル ロ ー ス 法 に て
行 っ た ． 炭酸ガ ス 培養恒温器で 14 日間培養後倒立顔微
鏡 に て 100個以上 の赤色か ら貴赤色の細胞集団お よ び
3個以上 の サ ブ コ ロ ニ ー か ら成 る細胞集団を B F U－ E
由来の コ ロ ニ ー と して算定 した．
エ フ ェ ク タ ー 細胞 は上 記培養系 に 1．25XlO5個 の都
合 で加 え B F U－E へ の影響 に つ い て検討 した． 各 培養
上 清 く熱処理後の 上 清も含 めン は B P F活性 の 有無 を
検討す る為， 最終濃度10％に なる様に 1．5 エロノml Epo
と 共に 加 えた． 湛合培養 で は stim ulatio ninde x を下
記の式 に 基づ い て算定 し た． stim ulatio n inde xくS．
王．1ニ 混 合培養 で の 全 BF U－E数ノ単核細胞 あ る い は
N A T
－
細胞単独で の B F U－ E数＋P H A刺激非付着細
胞ある い は T 細胞単独で の B F U－E 数
ま た， 骨 髄 赤血球系前駆細胞 くc olo ny．fo rming
u nits ofe rythr oid， C F U－EI の培養は， 末檎血 と 同様
の 方 法 で 採取 し た 骨髄 細胞 く2 XlO51 を C F U－E
s o urceと し て Tep per man ら
271の 血 襲凝固法 を用 い
て行 っ た ． エ フ ェ ク タ ー 細胞 を 1 XlO5 偶の割合 で加
え 37
0
C 5％ C O2 下で 培養 し 7 日目 に ヘ モ グ ロ ビ ン
くべ ン チ ジンI 染色を行い ， ベ ン チ ジン 陽性の 8個以上









正 常 ヒ ト未棉血 B F U－ E の 調節
1 ． 非自己 丁細胞の 末棺血 B F U－E に 及ぼす 影響
非自己 丁 細胞に 各濃度 く0， 0．1％， 1．0％うの P H A
を添加 し培養 した後，1 ．25X lO5 個， 2．5XlO5個 お よび
5．OX lO5個 の T 細胞 を B F U－E培養系 に加 え， そ の影
響 を検討 した く図い ． T 細胞 は P E A添加の有無に か
か わ ら ず B F U－E 形成を増加させ ， さ ら に 添加 丁 細胞
数 に 比例 して B F U－E増加作用を 示 した． 1．0％ P H A
を加 え培養 した場合 1．25XlO5 個 の T 細胞添加 で も，
他 の P H A濃度の場合に 比 し有意 に くpく0．021 B F U－
E 形成 を増加 させ た ． P H A渡度を 2．0％と した場合，
生細胞数 は 20％以下 に な っ た 為， 以 下 の 検索 で は
PH A濃度1．0％， エ フ ユ タ タ ー 細胞数 1．25Xl O5 と し
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て B F ひ E培養系に 添加 した ．
2 ． PH A刺激 丁 細胞サ ブ セ ッ トに よる検討
健康成人 5名 で P H A刺激 丁細胞 サ ブ セ ッ ト くT
細胞， T 4＋ 細胞 お よび T 8＋ 細胞l の B F U－E 形成 に 及
ぼ す影響 に つ い て検討 した く図2l． B F U－E so u rc eと
して の未楯血 N A T
一 紙胞 と P H A刺激 丁細胞を混合
培養 した場合形成 され る コ ロ ニ ー 敷 く44 士12は， N A
T
－
細 胞単独 で形成 さ れ る コ ロ ニ ー 数 く20 士鋸 と
P H A刺激 丁細胞単独 で形成 さ れ る コ ロ ニ ー 数 く2 士
い の総和に 比 し， 有意に くpく0．02I 増加 して い た ．
こ の様 な コ ロ ニ ー 形成刺激作用 は T4＋ 細胞 と の 混合
培養 で も 同様 に 認 め ら れ た く45 士12， pく0．02コ が ，
T 8十 細胞 で は認 め られ な か っ た く24土 1J．
また， B F U－E so ur c eと して 末棉血 単核細胞 を用 い
て， PH A刺激非付着細胞， T 4十 細胞お よび T針 細胞
と混合培養 した場合も同様の結果 を得た． 自己単 球の
存在下 で は形成さ れ る コ ロ ニ ー 数は 増加 す る傾 向に
あ っ た が， 非付着細胞 を B F U－ Es o u r c eと した 場合と
有意差 は認め られ なか っ た ． 非付 着細胞を モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗体 OK T ll と補体処理 を行 っ た 後 P H A刺激 し
培養系 に 添加 す る と， PfI A刺激非付着細胞 に よ る
















1 2 3 4 5
Tc eIIc on ce ntratio nくxl O
5
1ad ded
Fig．1． Effe cts ofalloge n eic T c els o nblo od B F U
－
E gr o wth．
Alloge n eic T c ellsく5Xl O8lmり w er eprein c ubated
withく0．1％ － － ■ or l．0％ 0
－ OJo r witho utく中
一 ■1P H A－P fo r20 ho u r s， and gr adedn umbers of
T cellsく1．25， 2．5， a nd 5．OXlO51w ere ad dedto the
B F U－E a s say syste m， u Sing n on ad he r e nt T
－
depleted くN A T
－
J c ells く2．5XlO
51 a s B F U－E
s o u r c es． Data r epre sent the m e a n n u mber of
B F U．E of tw oindividual e xperim e nts a nd a re
expressed a s％ ofc o ntr ol． T he m e a nu mbe r of
B FU－E in c o ntr oIsくN A T
－
c ells alo n elw a s20 士
6ノ2．5XlO5 c ells．
さ ら に ， PH A刺激細胞 の 添加 に て 形成 さ れる コ ロ
ニ ー サ イ ズ は増加 し， ま た 1個の コ ロ ニ ー の 赤色調も
強く な っ た ． す な わ ち， P H A刺激 T ll＋ ， T 4＋ 細胞が
B FU－ E形成の 主役 と考え られ ， コ ロ ニ ー 数の 増加の み
な ら ず 1個の コ ロ ニ ー 当り の細胞数の増加お よび ヘ モ
グ ロ ビ ン合成促進 を示 す と 考え られ た．
3 ． 培養上清の B F U．E に 及 ぼす影響
PH A刺激 丁細胞 サ ブ セ ッ ト に よ る B F U．E増加作
用
．
が， T 4＋ 細 胞 の B FU－ E へ の 直 接作用 かある い は
T 4＋ 細胞 か ら 分泌 さ れ る 因子 を介す る間接的作用 か
否か を検討 す る為， 各培養上 清 くP H A－TCM ， P H A．
T 4 C M，P H A． T 8 C Ml を最終濃度 10％で B F U－E培養
系 に 添加 し た く表 21． PH A－ TC M お よ び P H A．
T 4C M は有意に くpく0．01B F U－E 形成 を増加さ せた
が ， P H A－T 8 C Mに は こ の 様 な B P F活性 は認 め な
か っ た ． ま た P H A－TCM およ び P H A．T 4C M は添加















































Fig． 2． E ffe cts of P H A
－Stim ulated alloge n eic u n
－
fra ctio n ated T c ells and fra ctio n ated T，Cell
s ubs ets o nblo od BFU－E growth．
Alloge n eic T－ C ell subsets w e re sepa r ated by
n egativ e s el ctio n u sing O K T 40 rOK T 8m on o
－
clo n al a ntibody a nd c o mple m e nt． Sepa r ated T－
c ells ubs ets w e repreinc ubated with l．0％ P H A－P，
a sde s cribed in M aterials a nd Methods． 1．25X
lO5 cells of e a ch fra ctio n w er e u sed a s effe ctor
c ells． Blo od n o n adhe re nt T －depletedくN A T
－
1 i2．5XlO
51c ells o r m o n o n u clea r c ellsくM NCs
ロ ニ 2．5XlO
51w er e u s ed a sBF U－Es o u rc e s－ Data
indic ate the m e a n n u mber士S．D． in fiv e sepa rate




pく0．02co mpar ed wit
h
the c alc ulated sum of B F U－E fr o mN A T．c els
o r M NCs alo n eplu sP H A－ Stim ulated N Aor T
C ells alo n e．
先天性赤芽球磨 の 赤血球系幹細胞分化増殖調節障害
Table 2． Effe cts of c ultur ed c o ndito n ed m edia from P HA－Stim ulated









c eus with P H A－P
C M so ur c eく0．1 ％1
C M ad ded
P H A－T C M P H A－T 4 C M P H A－T 8 C M
く B F U－Eノ 2．5 x l O5 う
1 ． 26 士 2
2 ． 36 士 6
3 ． 41士1 5




81 士8輌 ホ 90 士 2水木躊
Unfr actio n ated Tc ells， fr a ctio n ated T 4
＋
or T 8＋ c ells w e rein c ubated with
l，0 ％ P H A－P for20 ho u rs． Ea ch c o ndito n ed m ediaくC MI w asharv ested a nd
ad ded to the B F U－E a s say system ， u Sing non adhere nt T－depleted くN A TI
c ells く2．5xl O
5l as the B F U－E s o u rc e． Data r epre s e nt the m e a n n u mber of
B F U－E 士 S．D， Of triplic ate c ultu re s． P H A
－ T C M， P H A－Stirn ulated T－C ell
c o ndito n ed m ediu mこ P H A－T 4 C M， P H A－Stim ulated T 4＋－ C ell c o ndito n ed
r n ediu mi P H A－T 8 C M， P H A－ Stim ulated T 8




pく0．001 co mpar ed with B FU－ E from N A T
－
c els with O．1 ％
PH A－P ．
1 0－0く引2．5 5． 0
Co nditio n ed m ediu m
Fig．3． Do se－ r eSpO n Se C u rV eS Ofc o nditio n ed m edia
fro m P H A．stim ulated Tcells a nd T 4＋ c ells．
P H A－Stim ulated T－C ellく争 MQ．1 and T4＋ －C e11く0
－ OIc o ndit o n ed m edia w e re ad dedto the B F U－
E a ss ay system at the c on c e ntr atio n of 2．5， 5．0，
a nd lO．0％ くvノvl． Data repr e se nt the m e a n
nu mber of B F U－E士S．D． ofthr ee sepa r ate e xpe ri－
m e nts and a re e xpre ss ed a s％ of c o ntrol． T he
n u mber ofc o ntr oIsくwitho utc o nditioned m ediu ml
W a S26 士512．5XlO5 cells．
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らの上 帯中の B P F活性は 100
0




C H A 6例 で の 検討
1 ． C H A末梢血 丁細胞サ ブ セ ッ トの解析
表3 に 示 す様 に ， a Ctiv e stage で は6例中3例 く症
例 4， 5， お よ び 6うに お い て O K T 4陽性細胞の 比 率
の 低下， O K T 8陽性細胞の 比 率の 増加 を認めた ． こ の
T 4ノT 8 比 の逆転 は血液学的寛解 2〆 へ ノ 3年後 で も 正 常
化 し て い な か っ た ． ま た症例 2 は診断時に は T 4ノT 8
比 は正常範囲内であっ たが ， 完全寛解後に は O K T 8陽
性細胞の増加 に て逆転 した． ス テ ロ イ ド不 応例 で あ る
症例 1お よ び 3 で は， T 4ノT 8比は正常範囲であ っ た．
2 ． 正 常 ヒ ト骨髄 C F U－E に 及 ぼ す CH A末棺血 リ
ン パ 球サ ブ セ ッ トの影響
C H A 5例 く症例6 を除くフで 末梢血単核細胞 を， 3
例 く症例1 ， 2， 3つで T 細胞お よび T 8十 細胞 1 XlO5
個 を レ ク チ ン無刺激 で 正 常 ヒ ト骨髄単核細胞 2 XlO5
個と 混合培養 し CF U－E へ の 影響 を検討 した く図 5l．
症例 3 に お い て ， 末梢血単核細胞が約 30％の C F U－E
の 抑制を示 した が有意差 は認め られ なか っ た ． 他 の 症
例 で は， い ずれ も正 常 ヒ ト骨髄 C F U－E の 抑制 は認 め
ず， Hoffm a nら3の 報告 し た C F U－E 障害性リ ン パ 球
の 存在 を証明 しな か っ た ．
3 ． a ctiv e stage お よ び tr a n sfu sio n
－depe ndent
stage の 患 児末杓血 P H A刺激 丁細胞 サ ブ セ ッ ト の
B F U－E 形成に 及ぼ す影響
a ctiv estage く症例 4， 5， 61， tr a n Sfusio n．depend－
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e ntstage く症例 1， 31 の C H A末梢血非付着細胞お
よ び T 4＋ 細胞 は， P H A刺激後 も 正 常 ヒ ト 末梢血
B F ローE増加作 用 を示 さ な か っ た く表り ． 正 常末梢血
非付着細胞 あ るい は T 4＋ 細胞 を添加 した 場合 に は，
各々 stim ulatio n inde xくS エ1ニ 2．77 士0．61くS Dl，
2．30 士0． 80くS Dl で い ずれ も 1．5 0以上 く50％以上増
加1 であっ たが ， CHA で はい ずれ の 症例も 1．50以下
で あ っ た ． ま た 2症例 く3， 6う で P H A刺激 T 8＋ 細
胞で の 検討を行 っ て い るが ，B F U－ E形成 に は何 らの 影
響 を及 ぼさ な か っ た ． 症例 3 で は P H A刺激 丁細胞を
1 0 0ヒ0 5 6で
3 0min l O 3 0min
He at tre atm e nt
Fig． 4． He at stability te stfo rB P F in T －C ella nd
T 4＋ －C e11c o ndit o n ed m edia．
P H A， Stim ulated T－ Cellく中 一 ■1 and T4＋ － Cell
C O ndit o n ed m edia く0 － 01 w e r eprepared a s
described in M ate rials a nd Methods， a nd the n
Subjected to in c ubatio n at 56
0
C fo r30min ute s，
100
O
C fo rlOmin utes， a nd lOO
O
C fo r30min ute s．
A fte rin c ubatio n， the m edia w e r e a ss ayed fo r
B P F byte stingtheir abilty to stim ulate B FU．E
gr o wth． Data repr e sent the m e a nnu mber of
B F U－ E oftw o individu al e xpe rim e nts a nd a r e
expre ssed a s％ ofc o ntrol． T he n umber of B FU－
E in c o ntr oIsくwitho ut c o nditioned m ediumI w a s
20 士4ノ2．5XlO5 cells．
エ フ ェ ク タ ー 細 胞 と し て N A T
一
細 胞 くB FU．E
S O u r C elと混合培養 して い るが ， S．I． ニ 1．15 で有意の増
加作用 を示 さ な か っ た ．
4 ． 寛 解 期 C HA 4 例 の P H A刺 激 丁 細胞 サ ブ
セ ッ ト に よる検討
表 5 に 完全寛解 と な っ た 4例の P H A刺激 丁細胞，
T 4＋ 細胞と 正常 ヒ ト N AT．細胞 くB F U－E so urc el
との混合培養の 結果を 示す ． 患児末梢血 P H A刺激 丁
稚胞単独 で は 2個以 上 の B F U－E コ ロ ニ ー 形成 は見ら
れ なか っ た ． 症例 2 は， T 細胞添加 で S ユニ 1．60 と低
値 で あ っ た が， T4＋ 細胞添 加で 正常対照群と同程度に






















M N Cs T cells Tdc eHs
Fig． 5． Effe cts oflym pho cyte sfrom patie ntsin the
a ctiv e stage andthetr a n sfu sio n
－depe ndentstage
on nor mal m a r ro wC F U－E．
Blo od m o n o n u cle a r c ells くM N CsJ， T cells， a nd
fr a ctio n ated T 8＋ c ellsく1．OXlO51w e re c oultu r ed
with n o r m al m a rr o w m o n o n u cle a r c ellsく2．OXlO51
a s C F U－E so u r ce sin the pla s m a clot syste m．
Data r epr es ent the m e an n u mber of C F U
－E and
are expressed a s ％ of c o ntr olくm a rr o wM N Cs
alon el． Co ntroI v alu e sく国 Iindic atethe m e an
n u mbe r of C F U－E 士S．D ． of fiv e s eparate e xperi
，
m ents，in which n o r m alblo odM N Cs， T c e11s， a nd
T 8＋ c ells w ere c o cultu red with allogen eic
m arro w M N Cs． T he m e a n n u mber of CF U．E in
c o ntroIsくm a r ro wM N Cs alo n elw a s2 02士7312．OX
lO5 c ells． ． patie ntl， O patie nt 2， A patie nt3，
A patie nt4， D patient5．
先天性赤芽球療 の赤血球系幹細胞分化増殖調節障害
ぉ よ び T4
＋ 細 胞 共 に BFU－ E増 加 を 求 め た くS．l． こ
2．72， 2．53う． しか し， 症例 5 の T細胞， 症例 6の T お
よびT 4＋ 細胞は， 児が完全寛解 に あ る に もか か わ らず
有意の B F U－E増加作用 を示 さ なか っ た ． こ れ は， 症例
5 お よ び 6 で は T 細胞中 の T4
＋ 細 胞 の 比 率が 低値
く16．4％， 19■6％1で あっ た こ と， 症例 6 で は エ フ ェ ク
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タ ー 細胞 くT 4＋ 細胞ン数が 0．6X．10
5 と少な か っ た こと
が 原因 と考え られ た． 5 XlO6 個 の T 細胞あ る い は
T 4＋ 細 胞 を1．0％ P H A存在下 で培養 して 得 た 上 清
くP 王iA，T C M， P
L
H A，T 4 C Ml は， 症例5お よ び 6共に
有意に くpく0．01 B F U－E形成を増加させ た く表 7l．
ま．た ， 症例 3．くス テ ロ イ ド不応例l の P H A．T C M は
Table3． T－ C ells ubs etsin peripheralblo od ofpatients with C H A．
Tn a ctiv e stage － In re mis sio nくoffc ortic o ste roidl
Patient
T 3＋ c ells T 4＋ c e11s T 8
＋
c ells T41T 8 ．T 3
＋




























































































く3m o－3yri 68．1 42．6 20．9 2．11
n ニ 41 士 5．1 士 8．6 士 3．5 士0．70
くadultsi 67．1 4 0．2 25．8 1．60









T－ Ce11s ubs ets w ere e n u m e rated by the direct im r n u n oflu o re s c e n c e m ethod， a S de scribed in
Materials a nd Methods． 爆 At the tim e of study， Patie nt l a nd 3 w e re1 2a nd 16ye ars old，
re spe ctiv ely． Data of c o ntroIsindic ate the m ea n士 S．D－
Table 4． Effe cts of P H んstim ulated n o n adher e nt c e11s， fra ctio n ated T 4
＋
a nd T 8＋ c e11s fro m
patie nts in the a ctiv e stage a nd the transfu sio n
－depende nt stage o nblood B F U－E
prolifer atio n．
Nor m al blood No n adhe re nt
m o n on u cle ar c ells くN AIc ells alo n e
くM N CsI alo n e fro mthe patients
くB F U－E so u rc eI
M N Cs plu s M N Cs plu s M NCs plu s
N Ac ellsfr o m T4＋ cells T 8＋ c ells
the patie nts fro m fr o m
the patie nts the patie nts
Patie nt くB F U－Eノ2．5xlO
5























































1 6 土4り．331 9 土6く0 て51
63 士24 34 士13
く2．77 土0．6り く2．30 士0．8の く1．22 士0．38J
T 4＋ orT 8＋ c ells wer efra ctio n ated fr o m n o n adhere ntくN AI c ells by c om ple m e nt－m ediated cytolysis
u slng O K T 80 rO K T 4m o n o clo n ala ntibody， r eSPe Ctiv ely． N Acells， fr actio n ated T 4
＋
a nd T 8＋ c ells
く1．25xlO51 after pr etr e atm e nt with l．0 ％ P H A－P w ere added to the B F U－E a s say syste m a s
de s cribed in M aterials a nd Methods， Data r epr ese nt the m e a n nu mbe r of B F U
－E 士 S．D． of
triplic ate c ultu r e s．
T he nu mbe rsin par e nthe sis are stim ulatio nindic es．
群Patie ntl a nd 3w er etra n sfu sio n－depende nt．
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B F U－E形成増加 を認め な か っ た ．
5 ． C H A末棉血 B F U－ E の P H A刺激 正常 丁細胞
サ ブセ ッ ト添加に よ る影響
表 6 に 示す 様 に ， 血液学的に 完全寛解の の ち も患児
末梢血 N A T
一
細 胞 由来 の B F U．E数 は 低値 で あ っ
た ． P H A刺激 丁 細胞お よ び T 4＋ 細胞 は 有意に くpく
0．05う， 完全寛解中の患児の B F U－E数 を増加 させ た
．
ま た， ス テ ロ イ ド不 応例 く症例 3う で も 正常 丁 細胞の
添加 で B FU－ E数 は増加 した くS．I． ニ 2 ．00l． しか し， い
ず れ の 症 例 も P H A刺激 丁細胞 サ ブ セ ッ ト 添加 に
よ っ て も， 形成 され る コ ロ ニ ー 数は正 常対照群 に比し
て低値 であ っ た．
Table 5． Effe cts of P H A－Stim ulated T c ells a nd fr a ctio n ated T 4＋ c ells fro mfou rpatie nts in
r emis sio n on n orm al blo od B F U－E gro wth．
Nor mal blo od T c ells alo n e
n o nadherent from
T－depleted
くN A TI c ells
alo n e
くB F U－ E so u r c eI
the patie nts
N A T c ells N A T． c els
plus p山s
T c ellsfr o m T 4
＋
c e11s
the patie nts fr o m
the patie nts




































4 0 士11輌く1．601 43 士13輌 ホくl て21
117士1 0ホ く2．72J lO9士 3ホ く2．53う
21 士 2群く1，3り
34 士 6磐く0．92I 30 土 3榊 く0．8り
44 士1 2柚 45 士12寧 春
く2．1 0 士2． 01 く2．01 士0．401
T 4＋ c ells w er efr a ctio n ated fro m T c ells by c o mple m e nt－ m ediated cytolysis． Unfra ctio n ated T
Ce11s a nd fra ctio n ated T 4＋ c ells w er epretre ated with l．0 ％ P H A－P fo r20 ho u TS． 1．25xl O5 c ells of
e ach fr a ctio n w er e addedto the B F U－E a ss ay syste m， u Sing N A T
．
c ells a sthe B F U－ E s o u rc e．
Data repr e se nt the m e a n nu mber of B F U－ E 士 S．D． of triplicate c ultures． The nu mber sin
par enthe sis are stim ulatio nindic e s．
磐De c re a s ed pe rc e ntage s of O K T 4
＋
c ellsく1 6．2 ％， 1 9．6 ％J w er e
fo u nd in patie nt 5 and 6， r eSpe Ctiv ely．
榊 0．6xl O5 T 4十 c ells w e re ad ded to the B F U－E a s say
SySte m． ホpく0，001，
輌 pく0．02， 相 中pく0．05c o mpa red with the c alc ulated s u m of B F U－E fr o m N A
T
－
c ells alo n e a nd P H A－ Stim ulated Tc ells alo n e．
Table 6
． Effe cts of P H A－Stim ulated Tc ells a nd fra ctio n ated T 4＋ c ells fro m he althy v olu nte ers
O n gr O Wth of blo od B F U－E fro m thr e epatie ntsin r e missio n a nd o n etr a n sfu sio n－dep－
e nde ntpatient．
No n adherent T c ells alo n e N A T
－
c eus N A T－ c eus
T－depletedくN A Tl fro m fr o mthe patie nts fro mthe patie nts
C e11s alo n e n or mal blo od plu s plu s
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韓
pく0．02，
抽 pく 0．01， ホ 輌 pく0．001c o mpa red with B F U－E fro m N A T－
c ells with O．1 ％ P H A－P．
考 察
丁 細胞 に よる 末梢血 B F U－E 調節 に 関 して 多く の 報
告が見られ る が1 4ト 川 ， 近年モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体の 利用
で， T細胞サ ブセ ッ トに よる赤血 球造血 のメ カ ニ ズム
が明 らか に な っ て来て い る3 D卜3 2ン
M angan ら
301は， IgG 標識 ウ シ 赤血球 との 結合能 で
TJL 細胞， Ty 細胞， T－n O n－ y 細胞を 分離 し， レ ク チ ン
無添加で自己末梢血 B F U－E へ の 作用 を検討 して い る
が， 各々 の細胞分画の 赤血球系幹細胞増殖刺激活性 の
差は各分画中の O K T 4陽性細胞 の 比 率 に 比 例 す る と
報告して い る ． ま た， W is nie w ski ら3いも同様に ， 自己
末棉血 B F U－E へ の T 細胞の 作用 を検討 して い る． 彼
らは， O K T 4陽性細胞， OK T 8陽性細胞共に B P F産生
細胞で ある と して い る ． い ずれ の 報告も レ ク チ ン 無添
加で の T 細胞サ ブセ ッ ト の 影響 を検討し てお り， ま た
各細胞分画の 培養上 清の B P F活性の 有無に つ い て は
検討され て い な い ．
今回 の 著者ら の 検討 で は， P H A刺激系に お い て は
T4＋ 細胞が B P F産生 細胞で あ り， そ の 培養上 清中に
も B P F活性が存在 して い る こ と を示 した
．
Ka n zら331
も PH A刺激 T 4十 細胞上 清の 骨髄多能性幹細胞， 巨核
球系幹細胞 お よ び赤血 球系幹細胞 へ の 増殖作用 を報告
してお り，B FU－E へ の 作用 に 関 して は著者の 報告と 一
致して い る ． 末棺血 B F U－E は骨髄 B FU－E に 比 しよ り
未熟な段階に 属す る と 言わ れ て お り 瑚 351， P H A刺激
T4十 細胞上 帝中の B P Fは C F U－E 以前 の 赤血球系幹
細胞 に全汎的 に作用 する 可能性が あ ると 考え られ た．
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ま た， O E T 4
十 の 悪 性 リ ン パ 腫 お よ び 白血病細胞 も
P H A刺激 で BPF を産生 す る能力 を有 して い る よ う
で ある坤
．
B P F は Epo に 比 し， よ り熱安定性 である と言 わ れ
て い る3713 81
． 著者の 検討 で は， P H A刺激 T 4＋ 細胞由来
の B P F は 100
0
C lO分以上 の 熱処理 で失活 して お り，
こ の 結 果 は Porte rら3 71の 報 告 す る 骨髄細胞由来 の
B P F と同様 の 熱耐性 を有 して い ると考 えられ た． 骨髄
細胞由来の B P Fも， 著者の 検討と同様に 1個の バ ー
ス ト当り の 細胞数の 増加お よ び ヘ モ グ ロ ビン 合成能の
促進 を示 す．
C H Aに お け る赤血球造血障害の原因と して， 旧赤
血 球系幹細胞の 量的 ある い は質的異常 く例 え ば， Epo
や B P Fへ の 反応性低下う珊 1 3I， ほン赤血球造血を維持す
る骨髄微少環境 の 異常川 ， 刷赤血球造血 に 関与す る 補
助細胞 の 異常 く例 え ば， 幹細胞障害性 リ ン パ 球 の存
在ド川 細 が仮定 され て い る ． 今回 の著者の 検討で は，
Hoffm an ら3や Steinbe rg ら現 に よ っ て 報告さ れ て い
る細胞障害性 リ ン パ球の 存在 は証明さ れな か っ た
．
む
しろ， a Ctiv e stage 4 例お よ びtra n sfu sio n－depe nde nt
Stage 2例 に お い て T 細胞 く特 に T 4＋ 細胞1 の B P F
産生能に 障害が認め られ た． しか し， ス テ ロ イ ド剤に
反応 し完全寛解 と な っ た 後は， こ の 様な T 4＋ 細胞 の
B P F産生障害 は回復 した
． 完全寛解例全例で ， T 細胞
あ るい は T 4十 細胞培養上清中に B P F活性が見 い 出さ
れ， また tr a n sfu sio n－depe nde nt例で は T 細胞培養上
清中に B P F活性 は証明さ れ なか っ た
．
これ らの 結果
か ら， C H Aで は a ctive stage の 末梢血 T 4＋ 細胞 の
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B P F 産生能に 障害が あ るが ， ス テ ロ イ ド反応例で は血
液学的寛解に 伴い 回復す る． しか し， ス テ ロ イ ド不応
例で は この 障害が 持続 して い ると 考え られ た ． また ，
完 全寛解後 の患児末棉血 B F ひ E は自己 丁 細胞 く特
に T 4十 紳月割 の B P F産生能の 回 復に もか か わ ら ず低
値 である こ と， 正常 丁 細胞 くあ るい は T 4
＋ 細月別添加
に て も形成され る コ ロ ニ ー 数が低値 で あ る こ とか ら，
赤血球系幹細胞自体の内的障害 くB P F 反応性低下1も
残存 してい る可能性も示 唆され た ．
Natha nら 細 は， 血 祭凝固法 を 用 い て 3例 の C H A
で T 細胞の n ull細胞 く非付着非 丁非 B細胞I 由来の
末梢血 B F U－E へ の影響 を検討し， 正 常 丁 細胞と同程
度 の B F U．E 刺激作用 を認 めた こ と か ら， T薄田胞 の ヘ
ル パ ー 能 は正 常 との 報告を して い る． 彼ら の結果は著
者の結果 と相反す る もの であ る． しか し， 彼らの 対象
と した 3例の C H A患者 は全例が ス テ ロ イ ド剤服用中
で， 臨床 的に 貧血の改善 を認 めて い た ． ス テ ロ イ ド剤
はin vitr oに お い て 赤血球系幹細胞の Epo へ の 感受
性 を商め る こ と
71引1の
， また 著 者 の 検討 で は， 症 例 3
くネテ ロ イ ド不応仰 の T 細姫も， P H A とハ イ ド ロ
コ ー チ ゾ ン く10－ 4 Ml 存在下で培養 し た場合 B F U－E
形成 を対照の 150％に ま で増加 させ る く精 しい デ ー タ
は省略に と， す な わち， ス テ ロ イ ド は T 細胞の B P F
産生能を高 める 可能性がある こ と中ら， 彼 らの結果 は
ス テ ロ イ ド剤 に て 修飾 さ．れ た T 細胞機能 を見て
い る
も の と考 えら れ， 真の T 細胞機能 を反映 して い ない と
思わ れた ．
末棺血 丁 細胞サ ブセ ッ トに 関 して， 今回検討 した 6
例中3例 に お い て， a Ctiv e stage で は T 41T 8比の逆転
が見られ 完全寛解後も正 常化 して い なか っ た ． さ らに
症例 2 は， 診 断時 に は正 常範囲内であ っ た T 4ノT 8 比
が完全寛解後逆転 した． Finlay ら
抽 は 5例の C H Aで
末椅血 丁細胞サ ブセ ッ ト の検討 を行 い ， T 4ノT 8比の
減少を報告し てい る． 彼ら は全例で末梢血 リ ン パ 球の
レ ク チ ン 反応性の 低下 を証明して い るが， 1例 に の み
T 細胞 にネる赤血球系前駆細胞 くC F U．Eう の 抑制を認
めて い る． 著者も， T 4ノT 8比の異常 を認め な い 症例 1
お よび 3 でも T 4十 細胞 に よ る B P F産生障害 を認め て
お り， 末楷血 丁 細胞サ ブセ ッ トの比率 とそ の赤血球系
幹細胞調節機能と に 直接的関連が な い と考 えら れた ．
結 論
丁 細胞 に よ る正 常 ヒ ト末梢血赤血球系幹細胞の 分
化増殖調節機構 を明ら か に し， さ ら に先天 性赤芽球磨
に お ける赤血球造血障害の メ カ ニ ズ ム に 関 して検討を
行 っ た． その 結果， 以下の 結論 を得 た．
工 ． 正常 ヒ ト末梢血 B F ひE 調節に 関して
1． PHA 刺激系で は， T 4＋ 細胞が 末梢血 B FU－E増
加作用 を示 した ．
2 ． PH A刺激 T4＋ 細胞 は B P F産 生 す る こ と で ，
間接的に B F U－E に作用 す る と 考え られ た．
3 ． P H A刺激 T 4＋ 細胞由来の B P F は， B FU－E コ
ロ ニ ー 数の 増加 の みな らず 1個の コ ロ ニ ー 当りの細胞
数 の増加お よ び ヘ モ グ ロ ビン 合成促進作用 も有して い
た ． また ， B P F活性は 100
0
C lO分以 上 の 熱処理 で失活
した
．
工工． 先天 性赤芽球療の 赤血球造血障害 に 関し て
1 ． C H A 6例中 5例 で 末棺血単核細胞， 3例で T
細胞お よ び T 8＋ 細胞の 正常骨髄 C F U－E へ の 影響を検
討 した が ， C FU－E 障害性 リ ン パ 球の 存在 は認め なか っ
た
．
2 ． C H A は， a Ctive stage で は P H A刺激 T 4
＋ 細
胞 の B P F産生能 に 障害が 見られ た．
3 ． ス テ ロ イ ド反 応例で は， T 4＋ 細胞 の B P F産生
障害は完全寛解後 回復 した が， ス テ ロ イ ド不応例で は
B P F産生障害は持続 し て い た．
4 ． 完 全寛解後 も C H A末梢 血 B F U－E 数 は低値
で ， 正 常 T 4十 細胞の添加 に ても形成さ れ る コ ロ ニ ー 数
は低値で あ り， B F U．E自体の 内的障害 くB P F 反応性
低下う も残存し て い る可能性が 示唆 され た ．
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